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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(fi) Markierter Primer fur die Polymerasekettenreaktion 

(57) Es wird ein markierter Primer fu die Polymeraseketten- 
reaktion beschrieben, der an den beiden Enden des Otigo- 
nukleotid-Stranges mit zwei unterschiedlichen Fluores- 
zenzfarbstoffen, einem Reporter- und einem Quencher- 
farbstoff, markiert ist und bei dem wenigstens die letzten 
beiden zwei Basen am 3'-Ende des markierten Primers 
mit der zu amplifizierenden DNA-Sequenz nicht komple- 
mentar sind. Es wird aufcerdem ein Verfahren zum Nach- 
weis einer DNA-Sequenz mittels der Polymerasekettenre- 
aktion unter Einsatz des markierten Primers beschrieben, 
bei dem fur die Ampiifikation eine oder mehrere thermo- 
stabile DNA-Polymerasen eingesetzt werden, von denen 
eine auch Korrektureigenschaften (proof-reading) hat und 
die nicht gepaarten Basen des markierten Primers zusam- 
men mit dem daran befestigten Quencherfarbstoff frei- 

■ setzt, wodurch die Fluoreszenz auf der Wellenlange des 
, Reporterfarbstoffes ansteigt und damit die Biidung der 

■ mit diesem Fluoreszenzfarbstoff markierten DNA-Se- 
quenz angezeigt wird. 
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Fur die erflndungsgemaBe Polymerasekettenreaktion konnen verschiedene thermostabile DNA-Polymerasen einge- 
setzt werden. Hat die verwendete DNA-Polymerase die Eigenschaft des proof-readings, dann kann die Reaktion mit ei- 
ner einzigen Polymerase durchgeflihrt werden. Anderenfalls ist ein Gemisch aus mehreren thermostabilen Polymerasen 
einzusetzen, indem neben der Taq DNA-Polymerase z. B. auch noch die Pwo-, Vent- oder Tth-Polymerase zur An wen- 
dung kommen konnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf der Erkenntnis, daB die ungepaarten Basen des Primers ein Angriffspunkt 
fur die Polymerase mit Korrekturfunktion sind. Die eingesetzten thermostabilen DNA-Polymerasen weisen eine 3'-+ 5'- 
Exonukleaseaktivitat auf, der zur Freisetzung der nicht-hybridisierten Basen zusammen mit dem Quencherfarbstoff 
fuhrt. 

Das Verfahren zeichnet sich vor ailem durch seine Einfachheit aus, weil nur zwei Oligonukleotide zur Durchfuhrung 
der PCR erforderlich sind. Dies ist beispielsweise dann von Vorteil, wenn zum Nachweis variabler Zielfrequenzen wie 
von Viren konservierte Nukleinsaureabschnitte amplifiziert werden mussen bzw. gleichzeitig mehrere z. B. virale Para- 
meter nachgewiesen werden sollen. 

Die Erfindung wird durch das folgende Beispiel naher erlautert: 

Beispiel 

Zum Nachweis von Hepatitis B Virus DNS wird diese zunachst mit Hilfe von Standardverfahren extrahiert (zum Bei- 
spiel Ishizawa M., Kobayashi Y., Miyamura T., Matsuma, S: Simple procedure of DNA isolation from human serum. 
Nucl. Acids Res. 1991; 19: 5792). Die Amplifikation wird wie folgt angesetzt: 

Zu 10 ul der extrahierten DNA werden 5 ul Mastermix (5 ^il lOxPCR Reaktionspuffer, der vom Lieferanten der Polyme- 
rase milgclicfcrt wird), 4 ul des Primers 1 (siehe SEQ ID No. 1 des Sequenzprotokolls) (10 pMol/ul), 4 ul Primer 2 (siehe 
SEQ ID No. 2 des Sequenzprotokolls) (1 pMol/ul), 4 uJ dNTPs (25 mM) und 0,25 ul thermostabile Polymerase mit 
proof-reading-Funkiion ( 1" bis 1 ,5 units) werden mit 22,75 ml Wasser gemischt und folgenden Thermozyklen unterwor- 
fen: 

1. Initialc Dcnaiuricrung ftir 1 Minute bei 90° 

2. 35 Zyklcn, jewcils 28 Sckunden bei 94°C Denaturierung und 1 Minute bei 62°C Annealing und Verlangerung 

3. Kiihlcn bei 4°C bis zur Auswertung. 

Die PCR-Reaktion wird in cincm Fluoreszenzspektrometer ausgewertet. Dazu wird die Fluoreszenz bei der Reporter- 
und Quencherwellcnlangc (5 1 8 nm fur FAM oder 582 nm fur TAMRA) gemessen und der jeweilige Quotient aus Repor- 
ter- und Quencher wird gcbildct (RQ). Der Mittelwert der Quotienten dreier Negativkontrollen (RQ) wird davon abge- 
zogen und der errechnete Wert als ARQ bezeichnet. Proben mit einem ARQ groBer oder gleich 0,3 werden als positiv ge- 
wertet, Proben kleiner als 0,3 als negativ. 
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Angaben zur SEQ ID NO. 1 



Lange 
Art 

Strangf orm 
Topologie 
Herkunf t 
Merkmal 



2 7 Basenpaare 
Oligonucleotid 
Einzelstrang 
linear 

Chemische Synthese 
Primer 
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Seguenzbeschreibung : 
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GAA TTT GGA GCT ACT GTG GAG TTA CTC 3 
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Angaben zur SEQ ID NO. 2 : 
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Strangf orm 
Topologie 
Herkunf t 
Merkmal 



21 Basenpaare 
Oligonucleotid 
Einzelstrang 
linear 

Chemische Synthese 
Primer 
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Seguenzbeschreibung : 



FAM- 5 ' AGT TCT TCT TCT AGG GGA CCT 3 ' — TAMRA 
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FAM und TAMRA sind Fluoreszenzf arbstof f e . 
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Patentanspriiche 

1 . Markierter Primer fur die Polymerasekettenreaktion, dadurch gekennzeichnet, daB er 60 

- an den beiden Enden des Oligonukleotid-Stranges mit zwei unterschiedlichen FluoreszenzfarbstofFen, ei- 
nem Reporter- und einem Quencherfarbstoff, markiert ist, und 

- wenigstens die letzten zwei Basen am 3-Ende des markierten Primers mit der zu amplifizierenden DNA-Se- 
quenz nicht komplementar sind. 

2. Verfahren zum Nachweis einer DNA-Sequenz mittels der Polymerasekettenreaktion, dadurch gekennzeichnet, 65 
daB 

- einer der Primer an den beiden Enden seines Oligonukleotid-Stranges mit zwei unterschiedlichen Fluores- 
zenzfarbstoffen, einem Reporter- und einem Quencherfarbstoff, markiert ist, 
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